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Resumo

Florestas secundarias sdo produtos da degradagdo de vegetacdo primaria e subsequente
regeneragdo natural e se destacam como um componente florestal dominante em paisagens
tropicais, contribuindo para o restabelecimento das fungdes ecoldgicas e com o fornecimento
de servigos ecossistémicos. Porém, a capacidade de restauracdo depende primariamente da
chegada e estabelecimento de plantas pioneiras, enquanto a manutencdo das populagdes
florestais depende de condi¢cdes ambientais propicias, como a ocorréncia de dispersdo de
sementes ¢ fluxo génico entre os fragmentos florestais e regenerantes. Com o intuito de
avaliar como espécies vegetais pioneiras abundantes respondem a composicao da paisagem o
presente estudo analisou a variagdo espacial genética de Cecropia hololeuca Miq.
(Urticaceae) ao longo de uma regido heterogénea e com diferentes graus de fragmentacdo. O
estudo foi realizado em 18 paisagens ao longo de um gradiente de cobertura florestal de 21%
a 90% dentro da regido do Corredor Cantareira-Mantiqueira. A partir de oito marcadores
microssatélites, foi possivel identificar trés grandes agrupamentos genéticos, indicando fraca
estruturacdo genética de C. hololeuca ao longo da regido estudada. Os atributos da paisagem
que mais contribuiram a diferenciacdo genética entre os grupos de individuos (populagdes
espaciais) foram distancia geografica, propor¢do de area urbana e presenga de rodovias e,
também contribuindo de forma positiva, mas em menor intensidade, o eucalipto. Embora a
cobertura florestal tenha diminuido a diferenciacdo genética entre as manchas, contribuindo
na conectividade entre elas, esta contribui¢do foi a mais fraca dentre as variaveis testadas nos
modelos. Desta forma, ¢ importante considerar estruturas relacionadas a urbanizacdo ao se
tratar de conectividade funcional, ja que o fluxo génico parece estar respondendo de forma
negativa aos impactos antropicos recentes. Ainda assim, a utilizagdo de C. hololeuca em
programas de restauracdo ecoldgica para esta regido apresenta grande potencial de sucesso,
desde o seu estabelecimento em areas abandonadas, devido as sementes que podem ser
dispersas a longas distancias, até contribuindo com condi¢des favordveis para o

desenvolvimento da sucessao ecologica.



Abstract

Secondary forests are products of primary vegetation degradation and subsequent
natural regeneration and stand out as a dominant forest component in tropical landscapes,
contributing to the restoration of ecological functions and the provision of ecosystem services.
Restauration depends first on the arrival and establishment of pioneer trees and second on
favorable environmental conditions and maintenance of ecological processes such as pollen
and seed dispersal from within and across forest patches. In order to evaluate how abundant
pioneer species respond to the landscape composition, the present study analyzed the genetic
spatial variation of Cecropia hololeuca Miq. (Urticaceae) along the heterogeneous region of
the Cantareira-Mantiqueira Corridor, in Northeast Sao Paulo. The study was conducted in 18
landscapes, with forest cover varying from 21% to 90%. Using data on eight microsatellites
markers we identified three genetic clusters, indicating weak genetic structure of C. hololeuca
throughout the studied region. The landscape attributes that had the greatest contribution to
genetic differentiation between groups of individuals (spatial populations) were geographic
distance, proportion of urban area and presence of highways and, with a positive but with
weaker effect, proportion of eucalyptus plantations. Contrary to our expectations, forest cover
was considered less important to both genetic diversity and genetic differentiation between
spatial populations. Recent anthropogenic land uses, such as urbanization, seem to affect more
strongly the functional connectivity across the region. The utilization of C. hololeuca in
ecological restauration programs holds great success potential. Pollen and seeds can travel
long distances and transpose a myriad of land uses and covers, therefore can contribute
significantly to the natural regeneration in abandoned and degraded pastures creating

favorable conditions to ecological succession.
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1 INTRODUCAO

Durante a formacéo de paisagens antropizadas, o processo de fragmentacdo do habitat
causa trés efeitos sobre os remanescentes florestais: aumento do numero, diminuicdo do
tamanho e aumento do isolamento entre as manchas (Fahrig, 2003). Apo6s o distarbio
ocasionado por este processo, a regeneragdo natural forma florestas secundarias, as quais se
destacam como um componente florestal dominante em paisagens tropicais (FAO, 2007).
Mais do que recompor a vegetacdo, as florestas secundarias contribuem para o
restabelecimento das funcgdes ecoldgicas dos locais impactados e também com o fornecimento
de servigos ecossistémicos, tais como manuten¢ao dos corpos d’agua, ciclagem de nutrientes,
polinizacéo e dispersdo de sementes (Barlow et al., 2007; Brown e Lugo, 1990; Lamb et al.,
2005; Rudel et al., 2005). Entretanto, apesar de seu papel reconhecido na manutencdo da
biodiversidade, a regeneracdo natural e as florestas secundarias tropicais continuam pouco
compreendidas em relagdo as suas respostas a paisagem (Chazdon et al., 2007; Rocha, 2014).

A sucessao secundaria é iniciada com vegetacdo herbacea, mas a mudanca dréstica na
estrutura e composicdo da vegetacdo se da com a colonizacdo de espécies lenhosas durante a
primeira década de sucessdo (Chazdon, 2008). Este processo pode ser originado em areas
naturais, apos a abertura de clareiras por quedas de arvores ou deslizamentos de solo, e
também em é&reas que sofreram impacto antrépico no passado, mas foram abandonadas. O
sucesso de colonizacdo depende de fatores que determinam o grau de isolamento do local em
relacdo a fonte de propagulos (p6len e sementes), como dispersdo de sementes, caracteristicas
biofisicas e vegetacdo remanescente na area (Guariguata e Ostertag, 2001; Lamb et al., 2005,
Wunderle-Jr, 1997). Uma vez estabelecidas, as espécies pioneiras de plantas sdo as primeiras
a contribuirem para a sucessdo ecoldgica, pois modificam as condi¢cdes abidticas no solo
(Medellin, 1994) e disponibilizam recursos para a fauna, seja através da producdo de flores,
frutos carnosos, oferta de poleiros ou refagio (Pefia-Domene et al., 2013; Rocha, 2014).
Espécies pioneiras zoocoéricas sdo particularmente importantes na regeneracdo natural, pois
podem atrair animais frugivoros de outros locais da paisagem, favorecendo a refaunacéo e
imigracdo de outras espécies de plantas (Tabarelli e Peres, 2002; Muscarella e Fleming,
2007), aumentando assim a complexidade de intera¢fes do sistema.

A capacidade de dispersdo de propagulos é um fator determinante na conectividade
genética e na estrutura espacial de populacfes de plantas (Hamrick e Trapnell, 2011; Nathan e
Muller-Landau, 2000; Sork e Smouse, 2006; Wang e Smith, 2002) e o fluxo génico, ao longo

de geracOes, é necessario para a restauracdo da diversidade genética dessas populacdes (Sezen



et al., 2005). A maioria das espécies lenhosas tropicais € polinizada e dispersa por animas
(Bawa et al., 1985; Jordano, 2000) e, portanto, a diversidade e estrutura genética populacional
dessas plantas dependem da capacidade de movimentagdo de animais ao longo de paisagens
com diferentes configuracdes e composices (Ouborg et al., 1999; Sezen et al., 2005; Van
Dyck e Baguette, 2005).

A composicdo genética atual de uma populacdo € resultado de processos
microevolutivos, principalmente fluxo génico e deriva genética. A partir da estrutura genética
interpopulacional é possivel inferir a existéncia de conectividade funcional entre populagdes
(Holsinger e Weir, 2009; Raeymaekers, 2012), que por sua vez pode ser influenciada pelos
elementos da paisagem (Sork et al, 1999). Nesse contexto, a genética da paisagem surgiu
como uma &rea da ciéncia que procura integrar genética de populacdes com os fundamentos
da ecologia de paisagens (Manel et al., 2003) e se baseia nos métodos moleculares, os quais
possibilitam quantificar a diversidade e variacdo genética ao longo das paisagens
(Segelbacher et al., 2010). De forma geral, a genética da paisagem tem como objetivo
compreender os processos de fluxo génico e adaptacao local, estudando as interagdes entre as
variacdes genética, espacial e ambiental (Manel e Segelbacher, 2009).

Considerando a importancia de espécies pioneiras no processo de regeneracdo natural
e o atual estado de fragmentacdo das florestas tropicais, mais especificamente a Mata
Atlantica, buscamos entender como a variacdo genética de arvores pioneiras esta relacionada
com a composicdo da paisagem. Assim, o presente estudo visou analisar a diversidade e
estrutura genética de populacdes espaciais de C. hololeuca distribuidas em fragmentos
florestais ao longo de uma regido heterogénea. A embalba-prateada, Cecropia hololeuca Mig.
(Urticaceae), foi escolhida como espécie de estudo devido a sua importancia para a
regeneracdo de areas degradadas (Tabarelli et al., 1993; Figueiredo et al., 2011; Pefia-Domene
et al., 2013) e a grande abundancia na area de estudo. Essa espécie é caracteristica de estagio
inicial de sucessdo ecoldgica, constituindo um importante recurso para diversos animais
(Marcondes-Machado e Oliveira, 1988; Gandolfi, 2000). Para Borges e Stouffer (1999),
espécies do género Cecropia sd80 promissoras nos programas de restauracdo da paisagem.
Assim, é esperado que a presenca de embalbas em diversos estagios de crescimento, no
contexto de areas altamente fragmentadas, possa sugerir uma funcdo de recuperagdo do
proprio ecossistema, frente aos inimeros impactos antropicos sofridos.

O Corredor Cantareira-Mantiqueira foi escolhido como area de estudo devido a
presenca de fragmentos florestais de diferentes tamanhos e niveis de conservacdo, onde é

possivel estabelecer um gradiente de cobertura florestal. Além disso, a regido é de grande



relevancia para a manutencao da biodiversidade da Floresta Atlantica em uma escala macro-
regional e existe uma necessidade urgente de desenvolver estratégias mais realisticas e

efetivas para sua conservacao.
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2 PERGUNTAS E PREDICOES

O presente estudo avaliou a estruturacdo genética de populagGes espaciais de Cecropia
hololeuca, buscando entender como os atributos da paisagem influenciam a variacdo e

diversidade genética. Especificamente, as seguintes perguntas séo levantadas:

I. Como é a variacdo genética dos individuos de C. hololeuca ao longo de uma paisagem
fragmentada?

Esperamos encontrar uma autocorrelacdo espacial genética fraca devido ao fluxo
génico extenso gerado pela polinizacdo e dispersdo de sementes por uma ampla riqueza de
animais, incluindo aves grandes e morcegos com capacidade de movimentacdo a longas
distancias. Esta autocorrelacdo espacial na variabilidade genética pode estar relacionada a
dois tipos principais de isolamento: i) isolamento por distancia: em que individuos proximos
(que formam uma populagdo espacial) sdo mais geneticamente similares do que individuos
distantes, e ii) isolamento por barreira: maior diferenciacdo entre individuos separados por

possiveis obstaculos ao fluxo génico, como por exemplo o relevo (Figura 1).

Latitude

Longitude
Figura 1: Representagdo espacial hipotética da variabilidade genética, onde os pontos pretos indicam
os individuos e os agregados de pontos indicam os as populagdes espaciais amostradas nas paisagens.
A diferenciacdo genética, indicada pelas mudancas nas frequéncias alélicas ao longo dos individuos, é
representada pela variagdo da cor ao longo do espago bi-dimensional. Uma mudanca mais abrupta na
coloracdo pode indicar barreiras ao fluxo génico. Fonte: Elaborada pela autora.

I1. Como populagdes estdo agrupadas geneticamente?

Similar a primeira questdo, mas considerando agora um maior nivel hierarquico, sendo
as populacdes espaciais (grupos de individuos espacialmente proximos) os objetos da analise.
As populacdes espaciais se enquadram no paradigma ecoldgico de Waples e Gaggiotti (2006),
em que as forcas coesivas sdo demogréaficas e € enfatizada a co-ocorréncia de individuos no

espaco e no tempo, relacionando as interacfes entre eles. Assim, espera-se que 0 nimero de
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agrupamentos genéticos seja menor do que de populacBes espaciais inseridas nas paisagens
definidas (Figura 2A e 2B), indicando possivel fluxo génico e conectividade funcional entre
algumas populacBes espaciais ou que essas populacbes ainda ndo se diferenciaram

suficientemente apds a fragmentacéo florestal.

A) o‘ o, B) Numero de populagdes e agrupamentos
E (IS
= \\.\./. <o .’ o>
o ‘ e o % 20

-* I

Populagdes Agrupamentos
Longitude > espaciais genéticos

Figura 2: (A) Projecao espacial hipotética dos agrupamentos genéticos (representados pelos poligonos
coloridos). Circulos pretos simbolizam as paisagens, as quais delimitam as populagGes espaciais de
individuos (pontos pretos), aqui chamados de populagdes espaciais. (B) Grafico hipotético do nimero
de populagdes espaciais e agrupamentos genéticos. Fonte: Elaborado pela autora.

I1l. Como a composicdo da paisagem influencia a diversidade e diferenciacdo genética entre
as populagdes espaciais?

A) Diversidade

Prevemos duas possiveis relacdes. Primeiro, a quantidade de habitat remanescente esta
relacionada a conectividade estrutural da paisagem, facilitando a movimentagdo dos animais
entre os fragmentos florestais, além de contribuir para uma maior diversidade de dispersores,
0S quais podem ser mais sensiveis a areas degradadas. Segundo, a heterogeneidade (variedade
de usos e cobertura do solo) pode implicar no aumento da diversidade de recursos e,
consequentemente, de animais dispersores generalistas. Desta forma, ambas variaveis podem
contribuir para a conectividade funcional entre as manchas, seja facilitando a movimentacéo
de animais sensiveis, ou garantindo a existéncia de dispersores generalistas que se movem
mesmo em ambientes antropizados. Assim, espera-se encontrar maior diversidade genética em
populacdes imersas em paisagens com maior cobertura florestal ou heterogeneidade da matriz
(Figura 3).
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Diversidade
genética

% Cobertura florestal
Heterogeneidade
Figura 3: Relacdo esperada da diversidade genética em funcéo da porcentagem de cobertura florestal
e heterogeneidade ambiental. Fonte: Elaborada pela autora.

B) Distancia genética

Espera-se encontrar uma maior distancia genética quanto menor for a cobertura
florestal conectando populacdes distintas (quantidade de habitat) (Figura 4A). Em
contrapartida, atributos como distancia entre as paisagens, presenca de rodovias pavimentadas
e urbanizacdo devem estar positivamente relacionados com a distancia genética entre as
populacdes espaciais, ja que podem aumentar a dificuldade dos animais se movimentarem

entre as paisagens e, assim, prejudicar o fluxo génico (Figura 4B).

Cobertura florestal Presenca de rodovias

Latitude
¥

| & - -
Longitude
Distancia

genética \

-

Cobertura florestal Presenca Auséncia

Figura 4: ProjecOes espaciais dos resultados esperados e seus respectivos gréaficos, mostrando a
relacdo da distancia genética entre pares de populagdes e os atributos da paisagem. Os circulos
correspondem as paisagens que abrigam o que chamamos de populagdes espaciais e 0 contorno em
cores diferentes representam agrupamentos genéticos distintos. (A) Baixa quantidade de habitat entre
as populagcbes podem contribuir com a diferenciacdo genética entre elas pela falta de conectividade. A
paisagem estd composta por habitat (verde) e nado-habitat (branco); (B) presenca de rodovia
pavimentada dificultando a conectividade genética entre as populacGes espaciais. Fonte: Elaborado
pela autora.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Espécie de estudo

O género Cecropia Loefl. é composto por espécies de arvores pioneiras, de
crescimento rapido e associadas a fase inicial de sucessdo (Whitmore, 1989). As embaubas,
como séo popularmente conhecidas no Brasil, representam um papel muito importante no
processo de sucessdo ecoldgica, visto que Sao as primeiras espéecies pioneiras com sindrome
de dispersdo zoocdrica a se estabelecer em areas em regeneracdo (Tabarelli et al., 1993),
funcionando assim como poleiros naturais e contribuindo para o estabelecimento de espécies
zoocoricas de estagio sucessional avancado (Figueiredo et al., 2011; Pefia-Domene et al.,
2013). Além de colaborar com mudancas abioticas no solo de &reas abertas, devido ao
sombreamento, maior tempo de retencdo de agua e acimulo de biomassa (Chazdon, 2008;
Riginos et al., 2009) as embaubas também sdo fonte de recursos durante todo o ano para
muitas espécies de animais (Wei e Dick, 2014), como aves (Marcondes-Machado e Oliveira,
1988) e mamiferos frugivoros, entre eles morcegos (Lobova et al., 2003; Sato et al., 2008;
Silveira et al., 2011), marsupiais (Cantor et al., 2010; Medellin, 1994; Grelle e Garcia, 1999)
e primatas (Giraldo et al., 2007; Palacios et al.,1997; Russo et al., 2005), os quais sdo
potenciais dispersores das sementes.

Dentre as diversas espécies pertencentes ao género, apenas trés possuem ocorréncia na
Mata Atlantica: C. hololeuca, C. pachystachya e C. glaziovi (Gandolfi, 2000). A espécie
modelo estudada neste projeto € C. hololeuca, escolhida principalmente pela ampla
distribuicdo na area de estudo e fécil identificacdo, visto que os individuos podem chegar até
25 metros de altura, apresentando folhas brancas e flores e frutos de cor roxa/preta (Lorenzi,
2000). Segundo Carvalho (2003), a espécie ocorre naturalmente em toda regido Sudeste e
parte da regido Nordeste, vegetando em solos &cidos e de baixa fertilidade, com relevo
ondulado a fortemente ondulado. Floresce mais de uma vez por ano, com maior intensidade
entre 0s meses de marco e outubro e é dioica, com a polinizacdo realizada por abelhas e
diversos insetos pequenos. Sua frutificacdo tem inicio a partir dos seis anos de idade, sendo de
julho a setembro no estado de S&o Paulo.

Os poucos estudos que avaliaram a frugivoria de Cecropia spp. no Brasil encontraram
relacdo com trés espécies de morcegos (Aguiar et al., 2007; Andrade et al., 2013; Mello et al.,
2008a; Prone et al., 2012), treze familias de aves (Galetti et al., 2000; Manhaes et al., 2003;

Marcondes-Machado e Oliveira, 1988), uma espécie de tartaruga (Jerozolimski et al., 2009) e
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uma de peixe (Pilati et al., 1999). Porém estes estudos dizem respeito principalmente as
espécies C. pachystachya e C. glaziovi e foram realizados na Amazonia, Cerrado e Mata
Atlantica, mostrando assim uma lacuna de conhecimento a respeito da espécie C. hololeuca.
Embora existam poucos estudos genéticos sobre o género, a espécie Cecropia
obtusifolia foi utilizada para estudos no México, nos quais além de apresentar baixa
estruturacdo genética populacional, ndo foi encontrado um padrdo de isolamento por distancia
(Alvarez-Buylla e Garay, 1994; Epperson e Alvarez-Buylla, 1997). Este padrdo, porém, foi
evidente na analise de paternidade, que avaliou apenas a contribuicdo de pélen de populacGes
naturais desta espécie (Kaufman et al., 1998), o que evidencia a importancia dos dispersores

de sementes na manutengéo do fluxo génico.

3.2 Area de estudo

O Corredor Cantareira-Mantiqueira (CCM; Figura 5) é uma éarea que compreende 0s
fragmentos florestais presentes entre a Serra da Cantareira (situada a nordeste do estado de
Sdo Paulo) e a Serra da Mantiqueira (sul de Minas Gerais). A regido € rica em morros de alta
declividade, o que favorece a permanéncia dos remanescentes florestais, e sua ampla rede de
drenagem tem grande colaboracdo no abastecimento de agua das cidades interioranas da
regido e também da cidade de S&o Paulo, fazendo com que esta seja uma area de grande
importancia e prioritaria para a conservacao. Além disso, a regido CCM encontra-se préxima
a Serra do Mar, maior porcao intacta da Mata Atlantica (Ribeiro et al., 2009).

Porém, o bioma exibe uma ampla variedade de condi¢cdes ambientais ao longo de seus
150 milhdes de hectares. Ao se distanciar da costa em direcdo as florestas interiores e
interface com o cerrado, ha um altissimo nivel de degradacdo, com poucas regifes possuindo
20% de cobertura florestal e a maioria das areas tendo menos de 10% (Ribeiro et al., 2009).
Esta porcdo restante estd bastante fragmentada e seus pequenos remanescentes, isolados uns
dos outros, sdo compostos de florestas secundarias em estagios primarios e secundarios de
regeneracdo (Tabarelli et al., 2010; Ribeiro et al., 2011).

Em relacdo a area de estudo, a fragmentacdo teve um impulso com a expansdo urbana
que ocorreu na década de 60, quando houve a inauguracao da rodovia Ferndo Dias, que liga as
capitais paulista e mineira, e tambem a implantacdo dos reservatérios que compdem o Sistema
Cantareira. Em 1972 foi inaugurada a Rodovia Dom Pedro I, ligando o Vale do Paraiba a
regido metropolitana de Campinas. Na década de 90, com a duplicacdo destas duas

importantes rodovias e devido a étima localizagdo, o desenvolvimento econémico da regido
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foi impulsionado, fazendo com que a éarea se tornasse de grande interesse para 0
estabelecimento de grandes industrias e especulacdo imobiliaria (Hoeffel et al., 2008). Muitos
dos fragmentos presentes na regido, mesmo possuindo pelo menos 70 anos de idade, ainda séo
compostos por florestas em regeneracdo, demonstrado pelo baixo estoque de carbono
(d’Albertas et al., 2018).

A érea de estudo compreende paisagens distribuidas ao longo de um gradiente de
cobertura florestal, variando de &reas que sdo relativamente bem protegidas e conectadas a
areas com niveis intermediarios de conservacdo com diferentes padrdes de conectividade, e
areas extremamente degradadas. Entre os fragmentos, as matrizes compreendem diferentes
usos da terra, como pasto, agricultura e pecuéria, compondo uma diversidade de ambientes

que refletem na heterogeneidade ambiental.

Serra do Mar

Figura 5: Localizacdo da regido de estudo, com cerca de 3500 km?, que compreende o Corredor
Cantareira-Mantiqueira (CCM) no Estado de S& Paulo. Os circulos amarelos correspondem as
paisagens selecionadas de acordo com a porcentagem de cobertura florestal, formando um gradiente
de 21 a 90%. Fonte: Elaborado pela autora.

3.3 Desenho amostral

O desenho amostral compreendeu dezoito paisagens definidas como circulos com 1
km de raio. Os individuos amostrados dentro de cada paisagem foram considerados como
sendo uma populacéo espacial, devido a proximidade entre os individuos inseridos nela. Esta

dimensdo foi escolhida para que seja possivel avaliar os efeitos indiretos da movimentacao
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animal sobre a dispersdo da espécie em uma escala de paisagem. Como exemplo, individuos
da espécie de morcego Sturnira lilium, os quais se alimentam de frutos de embalba, podem
voar até 760 m (Mello et al., 2008a; Mello et al., 2008b).

Para garantir que populacdes de C. hololeuca estivessem presentes em todas as
paisagens selecionadas, foi realizado a priori 0 mapeamento dos locais de ocorréncia da
espécie. O software QGIS foi utilizado com o plugin OpenLayers, o qual permite carregar as
imagens de satélite do Google Earth, possibilitando uma interpretacdo mais atualizada e
refinada das areas e, assim, a visualizacdo da copa das arvores. Tal visualizacdo é possivel
pois os individuos da espécie tendem a alcancar extratos mais altos do dossel e apresentam
folhas bem conspicuas que refletem a cor branca (Figura 6). Essa técnica de identificacdo
remota de ocorréncia de C. hololeuca foi validada em campo. A partir do mapeamento dos
individuos, foram calculados buffers com 1 km de raio em torno de um baricentro, formando
uma area que abrangesse no minimo 15 individuos de C. hololeuca, procurando paisagens que

compreendessem um gradiente de cobertura florestal (21 a 90%; Figura 7).

4

w
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Data das imagens: 8/29/2015 " 23 K'331812.36 m E 7425736.04 m S elev.  0m altitude do ponto de visdo 461 m )
Figura 6: Visualizacdo de individuos de Cecropia hololeuca (indicados pelas setas amarelas) através
de imagens de satélite. Imagem: Google Earth. Acesso em: 31/05/2016.
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Figura 7: Representacdo das paisagens selecionadas de acordo com a porcentagem de vegetagédo
florestal. Paisagens ordenadas em ordem crescente de cobertura florestal. Fonte: Elaborado pela
autora.

3.4 Coleta de dados

Diante da dificuldade em obter as amostras de tecidos foliares por conta da altura das
arvores, fragmentos de caule foram coletados e testados em relacéo a qualidade da extracdo de
DNA. O teste indicou que amostras do parénquima cortical oferecem DNA de boa qualidade
e, mesmo que em menor quantidade que o obtido de amostras foliares, foi suficiente para o
trabalho a qual se destinava.

Foram amostrados apenas individuos adultos, visto que a altura e a coloragdo branca
das folhas, que permitem a identificacdo pela imagem de satélite, ndo sdo tdo evidentes em
individuos jovens.

A amostragem dos quinze individuos foi feita de maneira a melhor representar cada
uma das paisagens, amostrando pontos distintos da area. Porém, a grande maioria dos
individuos mapeados encontrava-se dentro de propriedades particulares, fazendo com que a
coleta fosse possivel apenas quando a nossa entrada era permitida. Este impasse nos impediu
de chegar a alguns individuos, os quais foram substituidos por outros ndo planejados, mas que
se encontravam dentro da mesma paisagem. O contato com proprietarios e reconhecimento
prévio da area foi fundamental para este tipo de pesquisa, que envolve ampla amostragem
espacial. A coleta do material botanico foi realizada com a autorizagdo do SISBIO por meio



18

da licenca N° 55192-1.
3.5 Caracterizacao da paisagem

O mapeamento do uso e cobertura da terra foi realizado através de interpretacdo visual
de imagens de satélite (Esri, Digital Globe, GeoEye, Earthstar Geographics, CNES/Airbus
DS, USDA, USGS, AEX, Getmapping, Aerogrid, IGN, IGP, swisstopo, e/ou GIS User
Community) com menos de 1 m de resolucdo, disponiveis na extensdo Basemap (ArcGIS
10.2). As imagens foram analisadas em uma escala de 1:5.000 para a classificacdo dos usos de
solo (Figura 8). Cada uma das paisagens selecionadas foi visitada no campo durante a coleta
das amostras, para garantir que os padrbes de cobertura reais coincidissem com 0s mapas
utilizados para caracterizar a estrutura da paisagem.

Em cada paisagem foi calculada a porcentagem de cobertura florestal e
heterogeneidade ambiental através do programa GRASS 6.4 (GRASS Development Team
2014). A heterogeneidade foi calculada com base no Indice de Diversidade de Shannon
(Shannon e Weaver, 1949), que combina componentes de riqueza e uniformidade em uma
unica medida e é util na comparacdo de diferentes paisagens (McGarigal et al., 2012). O

indice é resultado da equacéo:

s
H =-) pilp;
i=1

em que pi € a proporgdo da paisagem ocupada pelo tipo i de uso e cobertura da terra. Para este
calculo, classes de uso do solo estruturalmente semelhantes entre si foram agrupadas
(Apéndice 1). Dos oito agrupamentos de classes, quatro foram considerados nas analises de
composicao da paisagem: cobertura florestal (grupo B), pasto (grupo F), eucalipto (grupo E) e
area urbana (grupo H), os quais apresentavam valores mais representativos na paisagem.
Além destes atributos, foi considerada também a presenca de rodovias pavimentadas, como

uma barreira fisica & movimentacéo animal.
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Figura 8: Imagem das paisagens classificadas de acordo com as classes de agrupamento de uso e
cobertura do solo (Apéndice 1). Pontos pretos representam os individuos coletados. Apenas

consideramos nas andlises os tipos: floresta, pasto, eucalipto, &rea urbana. Fonte: Elaborado pela
autora.

3.6 Analise genética

3.6.1 Extracdo de DNA

Os fragmentos de caule coletados em campo foram dessecados em estufa de secagem
e, posteriormente, armazenados a -20°C. O DNA foi extraido do parénquima cortical do

tecido, a partir do protocolo de extragdo com tampdo CTAB 2% (Doyle e Doyle, 1990).

3.6.2 Desenvolvimento de marcadores microssatélites para Cecropia hololeuca

Marcadores microssatélites (SSR) sdo repeticbes em série de 1-6 nucleotideos

encontrados em alta frequéncia nos genomas nucleares da maioria dos organismos (Selkoe e
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Toonen, 2006). O sucesso dos microssatélites € devido a sua abundancia e ampla distribuicao
por todo o genoma, elevado grau de polimorfismo, custo relativamente baixo e por prover
resolucdo ao nivel de populacdo (Mijangos et al., 2015). Além disso, possui multialelismo,
heranca mendeliana e codominancia, que permitem a identificacdo de heterozigotos (Selkoe e
Toonen, 2006).

O desenvolvimento dos marcadores especificos foi feito pela empresa Ecogenics
(Balgach, Suica; Tabela 1). Para isso, enviamos a empresa 10 pug de DNA isolado de amostra
foliar de um individuo. A extracao foi feita utilizando o kit DNA Plant Mini kit Qiagen, que
permite uma extracdo com maior qualidade e quantidade de material genético. Além de
desenvolver a biblioteca de microssatélites de C. hololeuca, a empresa indicou os pares de
primers para dez microssatélites os quais se mostraram polimdrficos para amostras de 15
individuos de diferentes paisagens, que foram enviadas para o teste de polimorfismo. No
entanto, em laboratorio, dois dos loci de microssatélites ndo apresentaram bons resultados na
amplificagéo e foram descartados. Desta maneira, o estudo foi desenvolvido com um total oito

marcadores.

Tabela 1: Marcadores microssatélites desenhados e testados pela Ecogenics utilizados neste estudo. F

e R representam primers dos tipos “forward” e “reverse”, respectivamente. Primers F foram sintetiza-

dos com fluoréforos do tipo HEX ou FAM. A amplitude foi definida a partir do teste de polimorfismo.
Multiplex

Sequéncia do Primer Repeticdo ~ Amplitude (pb)
- Locus

F-CAATCCAAAAACCTCCCCCG - HEX
1-1162 (GAAT) 5 127-140
R-TGACCCCCTAATTTCCTCAAC

F-ACGATTATTGTGGCAGGAACG - FAM
1-1369 (TA) 17 175-239
R-ACAGTGCTAGATGAGGAGGC

F-TCACCAAGTTATGCGATCACC - FAM
1-L735 (AT) 10 78-110
R-GTTGTAGCTTCTCATCCGAGC

F-ATAATGCTGCAACACCCACC - FAM
2-1195 (TTTC)s 223-236
R-ACAACCTGTGAGGTGAGAAAAC

F-TTTCCATTATTTTATCTGACAACGTG - FAM
2 - L206 (TA) 2 142-179
R-GTGATTCAAGCCGAACCCTG

F-TACCGGATTAGGTCCCCTCG - HEX
2-1354 (CT) 2 90-133
R-GGGGACTCCATAGTTAGCCG

F-TGTCCAAGTGGCAGACAGAG - FAM
3-1449 (AT) 13 171-185
R-TAGTTGGAGGGACATGGGTG

F-GTGGCAATCAACTAAAACGACAAG - HEX
3-L506 (AT) 2 106-153
R-TAATGTCAAACGCCCAAGCC
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3.6.3 Analise molecular

Os protocolos por PCR (reacdo em cadeia de polimerase) e, em especial as
temperaturas de anelamento, foram otimizados a partir do protocolo proposto pela empresa,
de forma a garantir melhores amplificagcdes com os reagentes disponiveis no laboratorio, 0s
quais estdo descritos no Apéndice 2. De forma a otimizar a genotipagem, os marcadores
microssatélites foram sintetizados com marcacgdo de fluorescéncia do tipo HEX e FAM em
seus primers “‘forward”, de forma a compor multiplex que ndo sobrepusessem a amplitude de
tamanho dos fragmentos de mesma cor (Tabela 1).

A partir de pequenas quantidades de amostra de DNA (7,5 ng/reacdo), as regides de
interesse foram amplificadas com o termociclador Veriti Thermal Cycler (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) e entdo genotipadas através da andlise de fragmentos de
DNA no sequenciador ABI 3500 (Applied Biosystems) com GeneScan ROX 500 size
standard (Applied Biosystems) e a analise para atribuicdo de alelos foi feita no programa
GeneMapper (Applied Biosystems).

3.6.4 Anélise dos loci

Apo0s a criacdo de uma tabela de genétipos, cinco individuos foram excluidos, pois
apresentaram valores faltantes para 50% ou mais dos loci. O software Micro-Checker (Van
Oosterhout et al., 2004) foi utilizado para avaliar a existéncia de alelos nulos e 0 Genepop 4.2
(Rousset, 2008) foi usado para calcular o desequilibrio de ligacdo através do método de
Fisher; e o equilibrio de Hardy-Weinberg através do método de cadeia de Markov (Apéndice

3). Os testes foram realizados para todas as populac6es espaciais e todos os loci.

3.7 Analise de dados

I. Como é a variagao genética dos individuos de C. hololeuca em escala de paisagem?

Para investigar o padrdo espacial da variabilidade genética entre os individuos usando
dados de frequéncia alélica, foi utilizada a Anélise Espacial de Componentes Principais
(SPCA; Jombart et al., 2008), um método multivariado que combina anélise de PCA e
autocorrelacdo espacial. A sPCA é uma ferramenta exploratéria de gendtipos multilocus
georreferenciados que permite avaliar visualmente a estrutura genética de um conjunto de

individuos, através da variagio entre os individuos e suas autocorrelacdes espaciais (indice de
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Moran - 1), que se baseia na comparacdo dos alelos de um individuo com os alelos de
individuos vizinhos. Se estes valores sdo positivamente correlacionados, manchas com maior
similaridade genética sdo formadas, gerando um valor de | altamente positivo, enquanto que
vizinhos com maior variancia genetica geram valores de | altamente negativos (Jombart et al.,
2008). Os componentes principais (variaveis sintéticas de informacdes genéticas) obtidos na
anélise podem ser interpolados espacialmente e gerar mapas demonstrando a variagcdo
genética ao longo do espaco geogréfico, sem considerar as premissas do Equilibrio de Hardy-
Weinberg ou equilibrio de ligacdo (Widmer et al., 2012). Esta interpolagédo foi feita sobre a
area total de estudo (3.500 kmz2; Figura 5), abrangendo todos os individuos das 18 paisagens
selecionadas. Além de uma superficie de variacdo genética espacial, os resultados desta
andlise podem revelar dois tipos de padrdes: o global, que faz uma diferenciacdo entre grupos
espaciais; e o local, que recupera maiores diferencas genéticas entre vizinhos do que entre
pares aleatérios de entidades. A sPCA foi baseada na rede de conexdo do “tipo 17 —
triangulacdo de Delaunay e realizada com o pacote adegenet 2.0.1 (Jombart, 2008; Widmer et
al., 2012), do programa R (R Development Core Team, 2011).

Partindo do resultado da sPCA, dois testes de Monte Carlo foram feitos para embasar
a consideracdo das estruturas global e local. Na hipotese nula (Ho), 0s genétipos dos
individuos estdo distribuidos aleatoriamente na rede de conexdes, enquanto que na hipotese
alternativa existe ao menos uma estrutura espacial (global ou local; Jombart et al., 2008).
Foram utilizadas 999 permutacGes espaciais dos individuos e o valor de p foi definido como a
frequéncia relativa das simulacdes em que os alelos foram significativamente relacionados
(definidas como valores maximos das médias dos coeficientes de determinacéo (t) dos Mapas
de Autovetores de Moran — MEM). Estes testes foram feitos através das fungdes global.rtest e

local.rtest do pacote ade4 também do programa R.

I1. Como populacdes estdo agrupadas geneticamente?

Dado o grande nimero de frugivoros consumidores de frutos de Cecropia spp., bem
como a capacidade de movimentacdo dos polinizadores, esperamos que a dispersdo de
sementes e polen seja alta e que, possivelmente, o fluxo génico entre populacGes seja extenso,
minimizando a diferenciacdo genética entre populacGes (Alvarez-Buylla e Garay, 1994;
Epperson e Alvarez-Buylla, 1997). Desta maneira, 0s agrupamentos geneticos podem
compreender diversas populacdes espaciais. Para identificar o nimero de agrupamentos
genéticos e a distribuicdo espacial dos mesmos utilizaremos dois métodos analiticos, de forma

exploratdria: Analise Bayesiana de Estrutura Populacional (BAPS; Corander et al., 2003) e
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analise espacial de variancia molecular (SAMOVA; Dupanloup et al., 2002).

A) Anélise Bayesiana de Estrutura Populacional

O numero de agrupamentos genéticos foi primeiramente inferido através do médulo
“Clustering of groups of individuals” no software BAPS 6.0 (Corander et al., 2006), no qual o
modelo Bayesiano é baseado em simulagfes de dados populacionais de genoétipos individuais,
ou seja, 0s gendtipos sdo descritos individualmente, mas sdo atribuidos apenas a populagéo a
qual se refere. O modelo descreve a composic¢do dos grupos de populacGes e apresenta um
numero de agrupamentos que melhor caracterizam a estruturacéo genética da populacéo (k),
sendo esta definida entre 1 e 18 grupos, em 10 corridas independentes.

A estruturacdo espacial e a ocorréncia de descontinuidade genética foi realizada
através do modulo “Spatial genetic mixture analysis” também no software BAPS 6.0
(Corander et al., 2008; Cheng et al., 2013), a partir dos mesmos dados de microssatélites,
juntamente as informacdes geogréaficas dos grupos de individuos pré-definidos (populacdes
espaciais). O modelo foi realizado com o valor de k fixo, pré-estabelecido de acordo com o
modelo anterior.

Nesta analise, o parametro de interesse principal é a particdo entre os grupos, partindo
do principio de que todas combinagdes sdo consideradas igualmente provaveis (Corander et
al., 2003). Entdo, a estrutura genética obtida é associada aos poligonos de Voronoi construida
a partir da informacdo geografica das populacdes, gerando um mapa no qual as células sdo
coloridas de acordo com a associagdo da classe da populacio em particular. E aplicado um
algoritmo de busca estocastica semelhante ao MCMC (Cadeia Markov de Monte Carlo),
porém computacionalmente menos intensivo e que utiliza movimentos inteligentes no que se
refere a estrutura genética (desenvolvido por Corander et al., 2006), a partir de uma andlise
espacial prévia.

A introducdo da dependéncia espacial possibilita a criagdo de um modelo de
especificacdo no qual a estrutura genética posterior pode ser obtida de forma analitica. De
modo geral, a particdo associada & méxima probabilidade posterior € uma estimativa
Bayesiana direta para a estrutura genetica sob o quadro atual, e passa por trés operacdes: (1)
realocacao aleatoria das populacdes a outras classes; (2) combinacéo aleatoria das classes; e
(3) divisao das classes em pelo menos duas subclasses definidas pelas distancias genéticas de
Hamming das populagbes para identificar subclasses com méxima homogeneidade. A
distdncia de Hamming € definida pelo nimero de alelos diferentes que dois individuos

transportam nos loci (Corander et al., 2008).
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B) Anadlise Espacial de Variancia Molecular

Assim como no BAPS, a andlise espacial de variancia molecular (SAMOVA 2.0)
considera um maior nivel hierarquico e permite definir grupos de populacdes. O indice Fct
representa a proporcdo da variancia genética total devido a diferencas entre grupos de
populacbes (representando um nivel hierdrquico acima do Fst, que representa a variancia
entre populagdes). Porém, nesta anélise a informacao geogréafica das populacdes é considerada
a priori para a particdo dos grupos. Seu algoritmo pode ser decomposto da seguinte maneira
(Dupanloup et al., 2002):

1. A partir da localizacdo geogréfica das populacdes (neste caso definido pelo centroide
das paisagens) é construido um conjunto de poligonos de Voronoi;

2. Uma particdo arbitraria das n populagcdes em k grupos (valor pré-definido) é escolhido
aleatoriamente;

3. A barreira genética entre os k grupos é identificada como as bordas dos poligonos de

\oronoi, separando assim grupos de populagdes;

4. O indice Fct € computado;
5. Uma borda é selecionada aleatoriamente em uma dada barreira;
6. As populagdes localizadas em ambos os lados da borda s&o identificadas e uma delas é
escolhida de forma aleat6ria e entdo atribuida ao grupo de outra populacéo;
7. Abarreira genética é realocada, separando 0s novos grupos de populaces;
8. O novo valor de Fct (Fct*) associado a nova particdo € computado;
9. Anova estrutura é aceita com a probabilidade
1 if L.*2E.
P= {e(‘i?1‘*‘*k'T)5'\ if Ex*<Es
em que S é o numero de simulacdes de anelamento (passos 5 a 9) realizados e A uma
constante arbitraria que controla a velocidade do processo de congelamento.

A anélise foi realizada separadamente para valores de k=2, 3, 4, 5 e 6 e com os valores
default de A (0,9158) e S (10000), para que a probabilidade p fosse igual a 1% quando a
diferenga entre Fct e Fcr™ na 10.000? iteragéo fosse igual a 0,001. O processo de simulagéo
de anelamento foi realizado 100 vezes e entdo a configuracdo com maior valor associado de
Fcr foi retida como o melhor agrupamento de populac6es, garantindo que a configuracéo final
dos k grupos néo tenha sido simplesmente devida a uma dada configurag&o inicial.

Em suma, este método é fundamentado em um procedimento de emparelhamento



25

simulado que tem como objetivo maximizar a propor¢do da variancia genética total devido a
diferengas entre grupos de populagdes, conduzindo a identificagdo de barreira genética. Além
disso, SAMOVA nao parte da premissa do Equilibrio de Hardy-Weinberg e do equilibrio de
ligacdo, o que é importante considerando que os individuos encontram-se em um ambiente
fragmentado e dindmico e ndo se sabe a real extensdo das populacdes ou se essas se

encontram em equilibrio.

I11. Como a composicdo da paisagem influencia a diversidade e diferenciagcdo genética entre
as populacdes espaciais?

As andlises do efeito da estrutura da paisagem sobre os parametros genéticos foram
realizadas em dois niveis analiticos: nds e links (Wagner e Fortin, 2013) para avaliar a

diversidade e diferenciacdo genética, respectivamente (por exemplo, Carvalho et al., 2015).

A) Diversidade genética: Nivel analitico de nds

O nivel de n6 diz respeito a variabilidade genética entre os individuos que compdem o
gue chamamos de populacdo espacial. As seguintes varidveis respostas foram estimadas
através da funcdo basic.stats do pacote hierfstat (Goudet, 2005): diversidade génica (He —
heterozigosidade esperada dentro do equilibrio de Hardy-Weinberg, segundo Nei, 1978),
heterozigosidade observada (Ho), nimero médio de alelos por loco (AR; Mousadik e Petit,
1996) e riqueza alélica baseada em analise de rarefacdo (Rare).

Modelos lineares mistos generalizados (GLMM) com abordagem Bayesiana foram
gerados usando o pacote MCMCglmm 2.24 (Hadfield, 2010) no ambiente R (R Development
Core Team, 2011). A funcdo MCMCglmm foi rodada com um milh&o de iteragdes MCMC,
burn in = 20000, thinning = 200, os priors das estruturas de variancia (R e G) foram
(co)variancia esperada V=1 e pardmetro de confianca nu = 0.002, e considerando uma
distribuicdo gaussiana dos dados, sendo a paisagem a variavel aleatéria (argumento random).
As variaveis respostas foram entdo modeladas em funcdo da porcentagem de cobertura
florestal (CF) e heterogeneidade ambiental medida em cada paisagem (H), além do modelo
nulo, onde a variavel preditora é excluida. Estes modelos foram testados e comparados por
meio dos valores de DIC (deviance information criterion), que € um critério hierarquico de

generalizagdo do critério de informacdo de Akaike (AIC).
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B) Distancia genética: Nivel analitico de link

Ao nivel de link, o primeiro passo foi estimar a diferenciacdo genética entre todos o0s
pares de populagdes espaciais usando diferentes medidas: Fst de Wright, obtido de analises de
variancia de frequéncias alélicas (Weir e Cockerham, 1984) e distancia padronizada Gst
(Hedrick, 2005), baseado no Fst, mas levando em conta a diversidade observada dentro da
populacdo e nimero de subpopulagdes. Gst € uma ferramenta Util para estimar a quantidade
de migracdo entre os populagdes (Jost, 2009), porém, assim como o Fst, estas medidas
assumem que populacdes estdo em equilibrio mutacdo-deriva, podendo ndo ser adequadas
para populacdes que sofreram perturbacéo recente do habitat (Hall e Beissinger, 2014). Entéo
também foi calculada a distancia genética condicional (cGD; Dyer e Nason, 2004), que usa a
covariancia associada ao fluxo génico direto e indireto e produz uma matriz de distancia
equivalente a utilizada na AMOVA (Analise de Variancia Molecular). O Fst foi calculado
através do programa FSTAT 2.9.3 (Goudet, 2001); enquanto que os valores de Gst e cGD
foram obtidos através do pacote gstudio (Dyer, 2012) do programa R (R Development Core
Team, 2011).

O segundo passo foi criar buffers de 1 km ao redor de uma linha reta que liga os
baricentros das paisagens pareadas, dos quais foram extraidas as seguintes varidveis
preditoras (Apéndice 4): porcentagem de cobertura florestal (proporcional a conectividade
estrutural), heterogeneidade ambiental (proporcional a diversidade de recursos), isolamento
por distancia geogréafica (custo para a movimentacao entre populacdes), presenca ou auséncia
de rodovias pavimentadas (isolamento por barreira: possivel barreira para movimento),
porcentagem de pasto, eucalipto e areas urbanas (isolamento por resisténcia: maior custo ao
movimento entre populacfes). Para evitar um super ajuste dos modelos descartamos variaveis
correlacionadas entre si (r>]0,6[; Apéndice 5). Nesse caso, mantivemos as seguintes variaveis
preditoras: distancia euclidiana (D), porcentagem de floresta (F), eucalipto (E) e de area
urbana (U), além de presenca/auséncia de rodovias pavimentadas (R).

Para avaliar como a distancia genética entre as populacfes se relaciona aos atributos
da paisagem, também foram utilizados os modelos generalizados lineares mistos Bayesianos.
Para controlar o efeito de dependéncia entre popula¢des devido a natureza pareada da analise
de link incluimos as populagdes como efeito aleatorio atraves do argumento random com
elemento IDV no pacote MCMCglmm 2.24 (Hadfield, 2010). Esse tipo de modelo foi
utilizado de forma anéloga a abordagem da méxima verossimilhanca de efeitos populacionais
(MLPE, como usada em Clarke et al., 2002), em que € possivel incluir uma estrutura de efeito

aleatdrio definindo as covariancias entre as distancias pareadas que envolvem populacgdes
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distintas e em comum (material Apéndice em Van Strien et al., 2012). Foram construidos
modelos concorrentes utilizando uma abordagem de backward elimination a partir do modelo
saturado contendo todas as variaveis preditoras. O modelo nulo (sem variavel preditora)
também foi incluido. Os modelos foram comparados por meio dos valores de DIC. Modelos
com ADIC menores do que duas unidades foram considerados plausiveis. No caso de
encontrarmos mais de um modelo plausivel, utilizamos uma abordagem de model averaging
(Hoeting et al., 1999) para estimar a media dos pardmetros posteriores obtidos para cada
variavel dentre os modelos selecionados. Essa abordagem foi utilizada pois estamos mais
interessados em compreender a importancia dos atributos ambientais do que obter um modelo
preditivo Unico. A média dos coeficientes foi realizada por meio da funcdo model.avg, do
pacote MuMIn (Barton, 2017) do programa R (R Development Core Team, 2011).
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4 RESULTADOS

Anélise dos loci

Alelos nulos estavam presentes em apenas uma populacdo espacial para os loci L195,
L354 e L506; em duas populacbes nos loci L162, L369 e L735; e em trés populagdes
espaciais no locus L206. O locus L449, bem como o0s agrupamentos populacionais P06, P07,
P08, P10, P14, P15, P17, P18, P19 E P20 ndo apresentaram alelos nulos. Apenas seis
populacgdes espaciais (P06, P10, P14, P15, P19 e P20) ndo desviaram do Equilibrio de Hardy-
Weinberg para nenhum loci. Todas combinagdes de loci considerando todas populagdes
espaciais estdo em equilibrio de ligagao.

Os desvios encontrados nestes testes podem estar relacionados com o fato de que
populacdes espaciais foram utilizadas como objetos de andlise, as quais ndo correspondem
necessariamente a populacbes biologicas. Os resultados dos trés testes estdo descritos no

Apéndice 3.

I. Como é a variacéo genética dos individuos de C. hololeuca em escala de paisagem?

Os autovalores resultantes da SPCA indicam uma estrutura global predominante, como
indicado no grafico de barras (Figura 9A), em que os valores positivos sdo atribuidos a
estruturas globais e 0s negativos a estruturas locais. Estes valores podem ser decompostos em
um componente de variancia e autocorrelacdo espacial (indice de Moran - 1). Como
demonstrado no grafico de dispersdo (Figura 9), os autovalores mais espacialmente
correlacionados foram A3 (positivamente) e Atz (negativamente). Estruturas globais
correspondem a autovalores positivos (explicando alta varidncia e apresentando
autocorrelacdo espacial altamente positiva), ja 0s autovalores negativos estdo associados a
estruturas locais (valores de alta variancia e autocorrelacao espacial altamente negativa).

Os dados de distribuicdo espacial da frequéncia alélica ndo foram significativos para a
estrutura local (p = 0,989) nos testes de Monte Carlo, enquanto a estrutura global teve
significancia (p = 0,033), demonstrando assim que existe uma correlagdo espacial positiva, ou
seja, uma fracdo dos alelos (referentes ao primeiro componente principal) estd agregada

espacialmente ao longo da paisagem (Figura 10).
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Figura 9: A) Gréfico de barras dos autovalores resultantes da SPCA. B) Grafico de dispersdo dos
autovalores em relacdo ao Indice de Moran e variancia. A linha tracejada vertical representa a maxima
variancia possivel resultante de uma combinacgdo linear de alelos (PCA comum), enquanto que as
linhas tracejadas horizontais representam o intervalo de variagio do indice de Moran, de acordo com a
matriz de ponderacdo espacial utilizada (Jombart, 2015).
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Figura 10: Histograma de testes de Monte Carlo para comparacdo das estruturas global e local. A
marcacéo indica a estatistica observada, que representa a média dos valores absolutos dos autovalores
correspondentes em 999 permutacdes.

Apos estas analises, foi possivel gerar o mapa de distribuicdo geografica da variacao
clinal através da interpolacdo dos componentes principais, representando a autocorrelacao
espacial dos genotipos individuais (Figura 11), no qual é possivel distinguir a formacdo de

dois grandes agrupamentos de populacdes.
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Figura 11: Mapas gerados pela funcdo spca (Jombart et al., 2008), os eixos X e y representam
longitude e latitude, respectivamente. A) Rede de conexdes entre vizinhos do tipo triangulacdo de
Delaunay na SPCA. B) Mapa de variacao clinal. Mudancas de cores entre os individuos representam

maior variancia entre seus genotipos.
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I1. Como as populagdes estdo agrupadas geneticamente?

A) Anélise Bayesiana de Estrutura Populacional

Inicialmente, a definicdo do numero de agrupamentos genéticos foi feita a partir
apenas dos dados moleculares individuais que compde as 18 populacbes amostrais. O
resultado da analise apontou 99,5% de probabilidade de existir trés agrupamentos que melhor

compdem a variacdo genética de todas as populacdes (Tabela 2).

Tabela 2: Composicdo dos agrupamentos e os valores estimados de divergéncia Kullback-Leibler
(KL) entre os trés agrupamentos, segundo o programa BAPS 6.0

Divergéncia (KL)
Agrupamento Populagdes
1 2 3
1 P09, P10, P14, P15, P16, P19, P20 0
2 P05, P06 0.619 0
3 P01, P03, P04, PO7, P08, P11, P18 0.410 0.778 0

Partindo deste resultado, a analise espacial da estrutura genética foi realizada com um
valor fixo de k=3 e numero de iteracdes i=50. A associacdo da estrutura genética aos
poligonos de Voronoi ndo alterou a composic¢do dos agrupamentos sugerida pela anélise dos
dados moleculares dela foi gerado um mapa da localizacdo espacial destas particdes (Figura
12).
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Figura 12: Mapa de agrupamentos genéticos resultante da associagdo dos poligonos de Voronoi a
estrutura genética gerado pelo software BAPS 6.0. Cada poligono representa uma populagdo espacial
(com respectiva identificacdo) e cada cor representa cada um dos trés agrupamentos genéticos
(Vermelho = agrupamento 1; Verde = 2, Azul = 3).

B) Anélise Espacial de Variancia Molecular

Na SAMOVA, a analise parte da localizacdo espacial das populagdes para a inferéncia
dos agrupamentos genéticos e exige um valor para k (nimero de grupos desejado).
Considerando que os softwares usam algoritmos diferentes para a modelagem dos dados,
nesta analise foram rodados os modelos para k=2, 3, 4, 5 e 6, de forma exploratoria (Figura
13). O valor de Fct ndo pode ser considerado como um bom preditor do melhor modelo, pois
é esperado que quanto mais dividido os grupos, maior seja a porcentagem de variancia
genética entre eles. Desta forma, a progressdo da particdo dos grupos ao longo dos valores de

k € mais informativa do que apenas avaliar a localizagdo espacial dos agrupamentos e valores
de Fcr.

k=2 k=3 k=4 k=5 k=6
Fcr=0.0364 Fer=0.0371 Fer=0.04 Fcr=0.0413 Fcr=0.044

Figura 13: Distribuicdo espacial dos grupos de populaces sobre imagem de satélite resultante de
diferentes modelos realizados no software SAMOVA 2.0.
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I11. Como a composicdo da paisagem influencia a diversidade e diferenciacdo genética entre

as populacdes espaviais?

A) Diversidade: Nivel analitico de nds

A diversidade genética de C. hololeuca apresentou valores intermediarios de
heterozigosidade esperada (He) € nimero médio de alelos por loco (AR), as quais variaram de
0,56 a0,71 e 4,5 a 6,7, respectivamente (Tabela 3).

Ao contrario do que se esperava, 0s valores brutos das métricas de diversidade
genética para a paisagem (He, AR e Rare — Tabela 3) ndo apresentaram uma associagdo nitida
com as variaveis ambientais (cobertura florestal e heterogeneidade), como representado nos
graficos de dispersdo (Figura 14). Além disso, nenhum modelo com varidvel preditora se
mostrou diferente do modelo nulo (ADIC<2), indicando que a diversidade genética ndo teve

relacdo significativa com nenhuma variavel testada (Tabela 4).

Tabela 3: Métricas genéticas e ambientais relativas as populagdes espaciais presentes nas paisagens.
Legenda: CF: porcentagem de cobertura florestal; H: heterogeneidade ambiental (Diversidade de
Shannon); N: nimero de individuos amostrados; He: heterozigosidade esperada; Ho: Heterozigosidade
observada; AR: nimero médio de alelos por loco; Rare: riqueza alélica rarefeita.

Paisagem CF (%) H N He Ho AR Rare
1 30 1,36 14 0,63 0,52 51 33
3 29 2,43 14 0,60 0,46 55 3,2
4 32 2,16 15 0,65 0,49 6,7 3,5
5 38 2,32 14 0,60 0,49 5,0 33
6 21 2,20 15 0,56 0,45 4,5 3,0
7 83 0,80 14 0,62 0,57 57 3,3
8 58 1,49 14 0,66 0,54 6,0 3,4
9 57 1,82 14 0,61 0,40 5,2 3,2
10 65 1,49 14 0,66 0,53 53 3,3
11 78 1,10 13 0,63 0,46 4,6 3,2
12 74 1,33 15 0,67 0,46 57 3,4
14 90 1,23 14 0,57 0,51 4,7 3,0
15 52 2,01 15 0,61 0,57 49 3,2
16 25 2,03 14 0,65 0,54 6,2 34
17 42 2,06 14 0,65 0,51 5,0 3,2
18 76 1,14 14 0,71 0,58 5,6 34
19 64 1,84 15 0,62 0,47 6,1 3,2

20 45 1,99 15 0,63 0,52 54 3,4
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Figura 14: Gréficos de dispersdo das métricas de diversidade genética em fungdo das variaveis
ambientais cobertura florestal e heterogeneidade (He: heterozigosidade esperada; AR: nimero médio
de alelos por loco; Rare: riqueza alélica rarefeita).

Tabela 4: Valores de DIC para os modelos de diversidade genética gerados a partir de analise
Bayesiana.Valores em negrito representam o modelo com melhor ajuste (menor DIC). Nenhum
modelo se mostrou mais plausivel do que o modelo nulo. He: heterozigosidade esperada; AR: nimero
médio de alelos por loco; Rare: riqueza alélica rarefeita.

He AR Rare
Modelo
DIC ADIC DIC ADIC DIC ADIC
CF 8,86 0 10,1 0,2 10,6 1,8
H 9,63 0,77 11,0 11 10,2 14
Nulo 9,78 0,92 9,9 0 8,8 0

B) Distancia genética: Nivel analitico de link

As matrizes com valores de Fst, Gst e cGD encontram-se no Apéndice 6. Ao testar a
correlacdo entre as varidveis, a heterogeneidade e a porcentagem de pasto estavam fortemente
correlacionadas de forma negativa com a porcentagem de cobertura florestal (Apéndice 5).
Assim, os modelos testados foram combinagdes das cinco principais variaveis: distancia
geografica euclidiana (D), porcentagem de floresta (F), eucalipto (E) e de area urbana (U),
além de presenca/auséncia de rodovia (R).

Encontramos de dois a trés modelos plausiveis para os parametros de distancia
genética (Tabela 5). Distancia geogréfica (D), porcentagem de &rea urbana (U) e presenca de
rodovias (R) foram positivamente relacionadas com a distancia genética e estdo presentes
conjuntamente em todos os oito melhores modelos (ADIC < 2) para Fst, Gst e ¢cGD (Tabela 5,
Figura 14). Eucalipto (E) aparece em cinco dos oito modelos, também positivamente
associado a distancia genética, enquanto que floresta aparece em apenas trés modelos e é a
Unica variavel que contribui para a menor diferenciacdo genética entre as populacdes (Tabela
5, Figura 15).
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Tabela 5: Média dos melhores modelos (com A DIC < 2) para cada um dos pardmetros de distancia
genética e a contribuicdo relativa posterior de cada uma das varidveis analisadas (D: distancia
geogréfica, F: cobertura florestal, E: porcentagem de eucalipto, U: porcentagem de area urbana, R:
presenca de rodovias pavimentadas).

Distancia Média dos coeficientes

genética Modelo DIC ADIC  Peso D F E U R
D+E+U+R -1542,6 0 0,46
Fst D+U+R -1542,0 0,64 0,33
D+F+E+U+R  -1541,0 159 0,21 0,004 -0,002 0,003 0,007 0,011
D+U+R -1986,9 0 0,45
Gst D+F+U+R -1986,1 0,79 0,30 0,003 -0,001 0,001 0,002 0,004
D+E+U+R -1985,7 121 0,25
cGD D+E+U+R 1822,0 0 0,73 1,669 0,175 1,940 0,870 2,855
D+F+E+U+R  1824,0 195 0,27
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Figura 15: Gréficos de dispersao

paisagens contidas nos buffers.
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5 DISCUSSAO

Nesse estudo visamos analisar a distribuicdo genética espacial e identificar os
principais atributos ambientais que influenciam a conectividade funcional de uma espécie
chave para a regeneracdo natural da Mata Atlantica. De modo geral, observamos que ha uma
baixa diferenciacdo genética de C. hololeuca ao longo da regido do Corredor Cantareira-
Mantiqueira, de maneira que os 18 grupos de individuos amostrados na realidade compdem
cerca de trés agrupamentos genéticos, indicando amplo fluxo génico ao longo da paisagem.
Além disso, contrariando a nossa hipotese inicial, demonstramos que a cobertura florestal ndo
contribui fortemente para a diversidade genética e nem para a diferenciacdo genética entre
populacbes. Os atributos de origem antropica que agem como barreiras e aumentam a
resisténcia da matriz parecem ser mais importantes para definir o padrdo de distribuicéo
genética de C. hololeuca.

Quando a espécie foi analisada geneticamente ao nivel individual ao longo do espaco,
foi apontada a existéncia de uma estruturacdo global, ou seja, que individuos préximos
espacialmente tendem a ser mais geneticamente similares. Isso sugere que a polinizacéo e
dispersdo podem ocorrer principalmente em escala local. Esta autocorrelacdo genética
resultou em uma descontinuidade genética, formando dois grandes grupos na sPCA. Esse
resultado corroborou parcialmente as analises populacionais (BAPS e SAMOVA) que
indicaram aproximadamente trés grandes agrupamentos de populacdes espaciais
(configurando agrupamentos genéticos) e sugerindo assim a existéncia de conectividade
funcional dentro elas.

Os mapas resultantes da analise Bayesiana de estrutura populacional (BAPS) e anélise
espacial de variancia molecular (SAMOVA), apesar de diferentes, mostram uma tendéncia
geral e condizente de que existe uma diferenciacdo genética das populacdes separadas por
grandes centros urbanos que agem como barreiras para o fluxo génico (como ocorre com as
populacbes P01, P05 e P06; Figuras 12 e 13). Além disso, ao observar a evolugdo dos
agrupamentos genéticos na SAMOVA, nota-se uma maior diferenciagdo genética entre
aquelas populacgdes presentes na area mais florestada. Isto pode ser explicado pelo fato de que
tanto os polinizadores quanto os dispersores ndo precisam ir para areas tdo distantes quando
possuem recursos suficientes em uma determinada area (Herrera et al., 2011), o que
justificaria maior estruturacdo na parte florestada; enquanto que em ambientes fragmentados,
devido a menor densidade de recursos, 0s propagulos podem ser dispersos a maiores

distancias (Cortes et al., 2013). Importante pontuar que o comportamento de forrageio ao
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longo da paisagem ocorre desde que nao haja barreiras & movimentacdo especifica, como os
centros urbanos, visto que diferentes animais possuem diferentes capacidades de vbo e
limitagBes quanto a mobilidade e ao uso da matriz antropica (Uezu et al., 2005; Fahrig, 2007),
fazendo com que as diversas espécies associadas a C. hololeuca contribuam com o fluxo
génico de maneiras distintas.

Considerando a localizagdo espacial dos agrupamentos genéticos de populacdes, 0s
mapas gerados pela SPCA e BAPS estruturam as populagdes em um agrupamento composto
por individuos que estdo em uma area mais antropizada ou proximos a ela (representado pela
cor azul na sPCA e azul e verde na BAPS), e um outro agrupamento onde as populacdes tem
seus individuos em um ambiente mais florestado (representado em vermelho, para ambas
andlises). Esta estruturacdo pode ser explicada pelo fato da espécie possuir uma ampla
variedade de dispersores e polinizadores, os quais possuem preferéncias a determinados
habitats, podendo ser mais generalistas (como 0s que ocorrem em areas mais degradadas) ou
mais sensiveis (que se restringem as areas mais conservadas). A utilizacdo do espac¢o por estas
espécies pode entdo ndo ser definida apenas pelo seu potencial de movimentagdo, mas sim
pela preferéncia pelo habitat nativo (Davis e Stamps, 2004; Bolnick et al., 2009). Desta
forma, € possivel que C. hololeuca tenha sua distribuicdo configurada por isolamento por
ambiente (Wang e Bradburd, 2014), j& que a distribuicdo espacial de sua variacdo genética
parece estar relacionada com a resposta da sua rede de interacbes a determinadas
caracteristicas ambientais. A mudanca gradual entre os dois grupos pode estar relacionada
com o fato de que arvores de areas florestadas contribuem com sementes para as areas
abertas, e esta contribuicdo diminui conforme a érea se afasta da borda (Gonzélez-Varo et al.,
2017), onde € comum a ocorréncia das embaudbas.

Ao avaliar a relacdo da paisagem na estruturacdo genética de C. hololeuca, 0s
atributos ambientais ndo parecem influenciar a diversidade genética dentro dos grupos de
individuos pré-definidas, mas tiveram forte relacdo com a distdncia genética. O mesmo
ocorreu para Euterpe edulis, importante palmeira da Mata Atlantica, que teve sua diversidade
genética mais associada com o tamanho populacional efetivo histérico do que pelos processos
contemporaneos relativos & paisagem, enquanto a diferenciagdo genética provavelmente esta
mais relacionada as mudancas recentes causadas pela perda de habitat e fragmentacéo
(Carvalho et al., 2015). A diversidade genética de C. hololeuca ndo variou com a cobertura
florestal, de forma similar ao ocorrido com Copaifera langsdorffii, espécie longeva e também
presente na Mata Atlantica, da qual ndo houve diferenga significativa nos valores de

diversidade genética entre populacdes presentes em fragmentos de diferentes tamanhos
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(Martins et al., 2016).

Apos entender a estruturacdo e diversidade genética da C. hololeuca, a questdo foi
entender como a paisagem influencia a conectividade funcional entre as populagBes. Areas
urbanas, juntamente a presenca de rodovias, apareceram como principais atributos que
contribuem positivamente a diferenciacdo genética, aparecendo em todos os melhores
modelos e sendo definidas entdo como potenciais barreiras (no caso das rodovias) e como
matriz de maior resisténcia ao fluxo génico (&reas urbanas). As plantacdes de eucalipto
também contribuiram para a diferenciacdo genética, demonstrando que, mesmo por vezes
ocorrendo em meio a vegetacdo natural, sdo perceptiveis e configuram matrizes de certa
resisténcia a movimentacao animal. Contrariando nossa hipétese de que a cobertura florestal
contribuiria consideravelmente para a conectividade estrutural e funcional, esta variavel teve a
menor importancia nos modelos. A heterogeneidade e a porcentagem de pasto ndo foram
utilizadas no modelo, pois estavam negativamente correlacionadas a cobertura florestal, e
também por ndo terem apresentado relacdo significante as métricas de distdncia genética
quando analisadas separadamente.

Outra variavel ambiental de grande importancia na diferenciacdo genética entre as
populacdes e presente em todos os melhores modelos foi a distancia geogréafica (euclidiana),
configurando assim a existéncia de isolamento por distancia (Isolation by Distance, IBD -
Wright, 1943). Este resultado foi condizente com o de Miconia affinis, espécie tropical
pioneira com estratégias de dispersdo semelhantes a de C. hololeuca, que apresentou amplo
fluxo génico mesmo em areas antropizadas, sendo a distancia geografica combinada a
elevacdo o modelo que melhor explicou o distanciamento genético (Castilla et al., 2016).
Entretanto, 0 mesmo ndo ocorreu com Cecropia obtusifolia em estudo realizado numa regido
tropical do México que, além de ndo apresentar um padrdo claro de IBD, apresentou baixos
valores de Fst entre as populacdes (Alvarez-Buylla e Garay, 1994). A baixa estrutura espacial
entre individuos adultos da espécie mexicana pode ser explicada entdo pelas analises
genéticas baseadas em aloenzimas, ja que este marcador molecular apresenta menores taxas
de mutag&o e niveis de variacdo, dificultando a percepcao dos efeitos da fragmentacdo. Sendo
assim, marcadores microssatélites (utilizados nos casos de C. hololeuca e M. affinis) tem
maior resolucdo para detectar mudancas na variacdo genética dentro e entre populagdes
(Aguilar et al., 2008). Desta forma, o presente estudo pode fornecer informagdes detalhadas e
robustas a respeito da estruturagdo espacial e genética da espécie em questéo.

E importante lembrar que, apesar de considerar a porcentagem de cobertura florestal

no presente estudo, isto diz mais respeito ao sistema em que as populacdes estdo envolvidas
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do que a prépria espécie, que foi usada como modelo. A ocorréncia da embauba esta associada
também a &reas degradadas e seus dispersores de pdlen e sementes podem ser tanto
generalistas quanto mais sensiveis ao ambiente. Porém, o intuito foi, a partir desta gama de
possibilidades, inferir como € a conectividade funcional ao longo da paisagem, ja que ndo se
trata de apenas uma espécie ou género, e sim da comunidade como um todo. Assim, podemos
ver que, dentre os atributos ambientais analisados, o desenvolvimento urbano (cidades e
rodovias) estd funcionando como barreira que dificulta a movimentacdo animal e,
possivelmente, o fluxo génico de plantas e animais. Apesar de espécies pioneiras terem ciclo
de vida mais curto do que quando comparadas as espécies climax, podendo demonstrar mais
rapidamente o efeito dos distdrbios ocorridos (Young et al., 1996), devido ao recente histérico
da area e idade dos fragmentos (entre 40 e 70 anos), as populacBes de C. hololeuca
possivelmente ainda ndo tiveram tempo suficiente para sofrer o efeito da deriva, levando as
populacdes a diferenciacéo genética.

Desta forma, em termos de restauracdo ecoldgica e conservacao, talvez seja mais
importante manejar os atributos que dificultam o movimento dos polinizadores e dispersores,
do que simplesmente investir na recomposicéao florestal da area. Esta abordagem é valida para
a Cecropia, devido a sua associacdo com animais generalistas, que garantem o fluxo génico
mesmo em paisagens mais antropizadas, e pode ser aplicada visando a regeneracdo natural de
areas abandonadas. Entretanto, para admitir a existéncia da conectividade funcional, é
necessario que a espécie estudada, bem como seus dispersores e a sele¢do de habitat sejam
bem conhecidos (Baguette et al., 2013). Além disso, no caso de programas de restauracdo, é
importante considerar as funcGes ecoldgicas necessarias para a manutencdo e permanéncia de
uma floresta e, para isso, estudos com espécies de dispersdo mais restrita (como exemplo,
sementes grandes), bem como trabalhos envolvendo diretamente os possiveis dispersores,
poderdo trazer mais informacdes a respeito deste sistema.

A espécie aqui estudada serviu como ferramenta para avaliar a influéncia de diferentes
configuracdes e composicdes da paisagem na movimentacdo dos dispersores de propagulos
(pélen ou sementes), e assim foi possivel indicar que areas urbanas e rodovias, bem como
plantacOes de eucalipto estdo aumentando o distanciamento genético de populacgdes, por mais
que ainda nao apresentem valores significativos de diferenciacdo. Além disso, dada a
importancia de espécies de estagio inicial no processo de regeneracdo natural e o atual estado
de fragmentagdo da Mata Atléntica, a utilizacdo de C. hololeuca em programas de restauragdo
ecoldgica para esta regido apresenta grande potencial de sucesso, desde o seu estabelecimento

em areas abandonadas, devido as sementes que podem ser dispersas a longas distancias,
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conectando os fragmentos as areas regenerantes, e também contribuindo com condicdes

favoréveis para o desenvolvimento da sucesséo ecoldgica.
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6 CONCLUSAO

De forma geral, houve uma baixa diferenciacdo genética de C. hololeuca ao longo da
regido de estudo, e esta parece ser estruturada de acordo com o tipo de ambiente, sendo eles
floresta (natural ou plantada) e areas abertas/urbanas, como resposta a utilizacédo e preferéncia
da fauna por aquele tipo de habitat. Enquanto a diversidade genética ndo apresentou
associacao significativa com os atributos da paisagem, a distancia genética foi influenciada
pelas rodovias e urbanizacdo, as quais aparecem como barreiras e maior resisténcia de matriz,
respectivamente, ja que contribuem para uma maior diferenciacdo genética entre as
populagdes.

O fato da espécie utilizada como modelo ser generalista e relacionada a uma ampla
gama de espécies animais possibilitou inferir que estes estdo conseguindo se movimentar
através da paisagem e que, desta forma, favorecem o fluxo génico ndo apenas dos proprios
dispersores e polinizadores, como também de todas as espécies vegetais associadas a eles.
Esta capacidade de dispersdo sugere uma conectividade funcional, por mais que existam
matrizes de certa resisténcia, conferindo a esta importante regido da Mata Atlantica um bom
potencial de regeneracao natural em toda sua extensdo, bem como valoriza a utilizacao de C.

hololeuca em programas de restauracao e restabelecimento das fungdes ecoldgicas.
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Apéndice 1 — Tabela de agrupamento das classes de uso e cobertura do solo

Cor Grupo Classes
[ | A Agua
B Floresta inicial
Floresta avancada
c Floresta pioneira inicial
Pasto sujo
b Agricultura anual
Agricultura perene
H E Silvicultura
Solo exposto
[ | F Pasto n&o manejado
Area degradada
Varzea
G Varzea com vegetacao florestal em estagio inicial

Varzea com vegetacao herbaceo-arbustiva
Vila rural/condominios com baixo adensamento de construgdes

H Areas urbanizadas
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Apéndice 2 — Protocolo otimizado para cada par de primers

Tabela A2.1: Valores de volume dos reagentes (expressos em pL).

Primer

Reagente (concentracéao) L162 L195 L206 L35 L369 L449 L506 L735

Taq (2 u/uL) 0,2 0,2 0,25 0,2 0,25 0,2 0,25 0,2
F primer (2 uM) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
R primer (2 uM) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Tampdo (10 x) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
MgCl, (5 uM) - - - - - 0,1 0,1 -

BSA (0,25 ug/uL) 1,0 1,0 1,2 1,0 1,2 1,0 1,2 1,0
DNTP (2 mM) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
H.0 1,8 18 1,55 1,8 1,55 1,7 1,45 1,8

Temperatura de anelamento 56°C  56°C 52°C 56°C 58°C 58°C g520C 54°C

DNA (2,5 ng/uL) 30 30 30 30 30 30 30 30

Figura A2.2: Esquema da programacao do termociclador.

| [
| |
x 35
| |
o5°c | 95°C |
15:00 ; 00:30 72°C | 72°¢
| TA°C 00:45 ; 30:00
| 00:45 |
| |
| |
l |



Apéndice 3 — Valores dos testes para analise dos loci

Tabela A3.1: Valores de p no teste de desequilibrio de ligacao entre pares de loci para todas
populagdes segundo método de Fisher.

Locus L162 L195 L206 L354 L369 L449 L506 L735
L162

L195 0,98

L206 0,83 1

L354 0,98 0,9 0,75

L369 0,99 1 1 0,52

L449 0,41 0,88 0,98 1 0,98

L506 0,97 1 1 0,98 0,99 0,68

L735 0,39 0,98 0,99 0,88 1 0,77 0,55

Tabela A3.2: Valores de p no teste estatisticos de Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) e teste de
alelos nulos (AN) segundo a equacéo 1 de Brookfield (Brookfield, 1996) de cada locus para cada
populacéo espacial. Valores significativos de p e valores que indicam a presenca de alelos nulos
encontram-se em negrito.

Locus
Teste
P01

L162 L195 L206 L354 L369 L449 L3506 L735
EHW AN EHW AN EHW AN EHW AN EHW AN EHW AN EHW AN EHW AN
1 -0.08 0.62 0 0,01 0,15 1 -0.,01 042 0,06 0.19 0 054 002 0 0.16
1 -0.04 0,02 01 0 0,27 1 -0.01 011 005 0,03 -0.08 0,04 -0.07 0,01 013
0 0,09 034 -0,02 0.08 0,06 0,02 0,15 0,03 013 039 001 014 007 024 005
0,03 01 1 -0,09 0 0,23 012 0,04 036 008 072 005 089 -0.03 0.04 007
NA 0 098 -0.09 011 011 046 005 044 004 043 007 0.54 0 032 007
0,04 006 012  -0.18 029 006 NA 0 014 001 032 002 0.8 0.01 094  -0.01
026 005 0.7 -013 0.08 009 011 005 023 005 074 002 0,04 009 0 0.12
0,02 0,12 03 -0.06 0.75  -0.06 1 -0.03 1 -0,09 1 -0.07 0.1 0.09 0 0.25
1 -0.01 1 0 015 009 1 0 035  -0.03 034 -0.04 022 -0.06 022 009
0 0.21 0,03 021 094  0.04 1 -0.01 0.09 005 1 -0.06 073 -0 0.06  0.04
023 -001 065 -023 0.09 008 1 -0.02 0 0.19 011  -0.03 031 003 0,01 012
0.14 007 0.8 0.04 057  -0.04 NA 0 091 -0.04 012 012 098 -0.08 065  -0.01
042 -011 089 -0.01 036 016 1 -0.02 048  -003 029 -0.06 0.6 -0.06 0.16  0.09
026 006 032 -0.03 058 005 1 -0.02 0.51 0 062 -0.06 0 0.19 032 -01
0,01 004 043 0,04 047 -007 0,04 0.1 041 -0.01 03 0,01 0 0.09 001 013
0 -0.03 0.08 009 0,01 004 0,04 012 016 -0.03 0.69 -0.04 1 -0,09 0.66  -0.1
1 -0.03 035 001 045 006 0.11 0.1 091 -0.01 078  -0.01 02 0.08 0.06 005
015 006 0.09 009 0.69 005 0.46 0 075 -0.04 044 002 0.57 0 0.07 0

50
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Apéndice 4 — Mapas de uso e ocupacdo do solo na area de estudo

Figura A4.1: A) Mapa de uso e ocupacao da area; B) Rodovias presentes entre as paisagens (circulos

amarelos); C) Cobertura florestal; D) Pasto; E) Eucalipto; F) Areas urbanas.
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Apéndice 5 — Teste de correlacédo entre as variaveis
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Figura Ab5.1: Teste de correlagdo entre pares de varidveis. Dist: distancia euclidiana, Het:
heterogeneidade, flor: porcentagem de cobertura florestal, pasto: porcentagem de pasto, euca:
porcentagem de eucalipto, urb: porcentagem de areas urbanas, rod: presenga/auséncia de rodovias

pavimentadas
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Apéndice 6 — Distancias genéticas entre pares de populagdes

Tabela A6.1: Valores de Fsr entre pares de populacGes espaciais calculado através do programa
FSTAT 2.9.3 (Goudet, 2001)

PO1 P03 P04 PO5 P06 PO7 PO2 P09 P10 P11 P12 P14 P15 P16 P17 P18 P19 P20
PO1

P03 0,059

PO4 0,069 0,018

PO5 0,110 0,057 0,071

P06 0,121 0,099 0,058 0,064

PO7 0,093 0051 0,040 0,058 0,067

PO8 0,088 0023 0,053 0050 008 0,019

P09 0,119 0,083 0,103 0,075 0,099 0,089 0,063

P10 0,074 0068 0,060 0066 0022 0053 0,057 0,057

P11 0,094 0041 0056 0085 008 0058 0,038 0,083 0,059

P12 0,083 0,03 0066 0,088 0,108 0,034 0,021 0,099 0,037 0,019

P14 0,105 0,032 0,046 0,109 0,101 0070 0,038 0105 0,065 0,042 0,040

P15 0,110 0,073 0,087 0,145 0,142 0065 0,055 0,075 0067 0,073 0,047 0,044

P16 0,084 005 0,082 0,127 0,149 0073 0,067 0,058 0072 0,081 0057 0075 0,025

P17 0,108 0,085 0,079 0085 0,114 0074 0059 0026 0062 008 0077 008 0051 0,038

P18 0,044 0068 0081 0075 0099 0078 0,047 0081 0062 005 0063 0056 0051 0068 0,053

P19 0,095 0021 0035 0047 0049 0046 0016 0059 0043 0046 0062 0020 008 0088 0069 0,063

P20 0,088 0064 0,097 0092 008 0079 0024 0017 0044 0056 005 0054 0053 0062 0048 0,052 0,031

Tabela A6.2: Valores de Gsr entre pares de populacfes espaciais obtidos através do pacote gstudio
(Dyer, 2012) do programa R (R Development Core Team, 2011).

PO1 P03 P04 PO5 P06 PO7 PO2 P09 P10 P11 P12 P14 P15 P16 P17 P18 P19 P20
POL

P03 0,034

P04 0,036 0,013

PO5 0,058 0,033 0,040

P06 0,057 0045 0,027 0,035

PO7 0,047 0,023 0,022 0032 0030

PO 0041 0012 0023 0029 0,038 0,010

P09 0,066 0,047 0,056 0,057 0051 0,048 0,040

P10 0,038 0032 0027 0038 0,008 0027 0,027 0,021

P11 0,048 0,025 0,036 0,051 0,044 0,033 0,022 0,042 0,024

P12 0,055 0043 0050 0,069 0,066 0045 0,032 0,045 0,020 0,017

P14 0050 0017 0025 005 0,047 0033 0018 0060 0033 0023 0,042

P15 0,055 0,038 0,042 0076 0068 0,032 0025 0042 0032 0038 0045 0,023

P16 0,044 0029 0039 0066 0,068 0034 0,029 0028 0029 0036 0041 0034 0,007

P17 0,057 0,042 0,039 0045 0053 0,037 0,028 0018 0032 0046 0056 0,041 0024 0018

P18 0,030 0039 0039 0051 0,046 0,046 0,026 0036 0,028 0,033 0037 0032 0,027 0030 0,025

P15 0,044 0015 0019 0,029 0022 0,024 0006 0032 0012 0022 003 0012 0040 0037 0035 0,028

P20 0,043 0034 0042 0046 0,038 0038 0,010 0,021 0,020 0,030 0045 0,030 0,026 0026 0024 0022 0,011

Tabela A6.3: Valores de cGD entre pares de populagdess espaciais obtidos atraveés do pacote gstudio
(Dyer, 2012) do programa R (R Development Core Team, 2011).

P01 P03 Po4 P05 P06 Po7 P08 P09 P10 P11 P12 P14 P15 P16 P17 P18 P19 P20
P01
P03 6,847
P04 12,021 5,174
P05 8,463 15,310 16,140
P06 15,114 20,477 15,763 6,651
P07 9,400 13,057 7,883 8,257 7,880

P08 17,284 20,940 15,766 16,140 15,763 7,883

P09 21,286 20,133 25,307 16,400 9,749 17,628 16,169

P10 20,160 15,431 20,604 11,698 5,046 12,926 11,466 4,702

P11 28,847 26,344 27,330 22,611 15,960 19,447 11,564 15,616 10,913

P12 23,342 20,839 21,825 17,106 10,454 13,942 6,058 10,110 5,408 5,505

P14 11,633 4,786 9,959 20,096 15,691 17,842 22,111 15,347 10,645 21,558 16,053

P15 14,628 9,866 15,040 17,262 10,611 18,490 17,031 10,267 5,565 16,478 10,973 5,080

P16 21,490 16,728 21,901 22,946 16,295 20,067 12,184 6,546 11,249 11,631 6,126 11,942 6,862

P17 14,709 21,556 26,730 22,978 16,326 24,109 22,746 6,577 11,280 22,193 16,688 18,803 13,723 13,124

P18 7,807 14,654 19,828 16,270 17,432 17,207 23,852 13,479 12,386 23,299 17,794 11,902 6,821 13,683 6,902

P19 16,449 9,602 14,775 24,912 20,507 22,658 26,927 20,163 15,461 26,374 20,869 4,816 9,896 16,758 18,891 11,989
P20 14,483 14,914 20,088 22,946 16,849 23,884 23,269 16,505 11,803 22,716 17,211 10,129 6,238 13,100 13,578 6,676 5,313
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